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ヒ ト腎細胞癌 くr e n al c ellc a rcin o m a， R C Cl の 培養細胞 に 対す る三種類の マ ウス モ ノ ク ロ ナ ー ル
抗体 くm o n o clonal antibody， M Abl K RC－1， －2， －3く1gGl を作製 した． M A b はすべ て ， 一 部の R C C と
の み 反応し， 他の 癌細胞株や癌組織， 腎臓 をは じ めと する 正常組織 と は反応 しなか っ た ． M A b がin vitro
で 癌細胞の 増殖に 及 ぼす 効果 を軟寒天 中と単層培養系で調 べ た． 抗体は い ずれも癌細胞の増殖の 変調効果
を示 した． K R C．1 は促進効果 を， 一 方 K RC－2と ．3 は抑制効果 を示 した． K R C－1 はイム ノ ブ ロ ッ テイ ン グ
に よ り 135 k dの 糖蛋白質を， K R C－2 は ゲル ろ過 に よ り高分子量の抗原 く約 1，200 kdlを， K R C－3 は抗体
ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト に よ り 170 k d を主成分と す る糖 蛋白質抗原を それ ぞ れ認識 した． こ れ らす べ て の 抗
原はコ ン カ ナ バ リ ン A くc o n c a n a v alin－ A， Co nAl レ ク チ ン と親和性があ っ た． 抗原の 分子 性状 か ら今 ま
で に報告さ れ た R C C関連抗原と は異 な っ て い るよ う で あ る． こ れ ら 3つ の M A b は変換細胞の増殖の 調節
機構を研究 す るの に 有用 と思 われ る．
Key w o rds renal c ellc arcin o m a， m O n O Clo n al a ntibody， t um Or antigen，
gro wth m odulation
痛の診断や治療の た め に 役立 つ 試薬 と して の モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗体 くm o n o clo n al a ntibody， M A bl の 作製
が多く試み られ て い るが ， 腎臓病に 関 して は， まだ臨
床的な応用 に 至 っ て い ない ．
ヒ ト腎細胞癌 くr en al cellc arcinom a， R C Cl に対
する 多くの M A b が報告され て い る ． そ れ ら は R C Cに
高い特異性を も つ も の 1 ト 6や ， 腎細胞の 分化抗原7 ト 糊 ，
あるい は ウイ ル ス 由来の 抗原 川 を認識 す る も の で あ
る
．
しかし， それ らの 抗原の 生物学的機能は ほと ん どわ
か っ て い ない 91．
教室の 岡 田 ら は R C C組織 の 膜成分 をデ オ キ シ コ ー
ル 酸塩で可溶化し た分画に 対す る モ ル モ ッ ト抗血清を
作製し分 子 量 68
，
000の R C C関連抗原が存在す る こ
とを示 した． 螢光抗体法に よ っ て RC C細胞軌 Kひ2
及び K N41 には反応す る が 胎児腎 くH E K 141 に は反
応しな い と報告 した121． 筆者は こ の 知見 を基 に して ，
Eu－2 と K N 41 の細胞株を マ ウ ス に 免疫 して M A b を
作製 し， 免疫抗原 に は反応 する が 胎児腎 H E E14 と は
反応 しな い よ う な抗体 を選 び出 し， そ の時異性 と こ れ
らが 認識す る抗原の物理化学的性格 を調 べ た． 更 に こ
の R C C抗原が癌細胞の 機能 に い か な る役割 を果 して
い るか を探る た め， in vitr oの 系で癌細胞の 増殖 に 対
す る M A b の影響 を調べ た．
材料お よ び方法
工 ． 培 養細胞棟
1 ． ヒ ト腎細胞癌株
Eu －2 は慶応大泌尿器科 く田崎教授1， E N41 は金沢
大泌尿器科 く内藤博士1， Ko－ R C C－1 は神戸大泌尿器科
く岡田博士う， NC C－75 は金沢 大が ん 研 く沢口 博士う，
N R C－12 は新潟大泌尿器科 く小松原博士う よ り御恵 与
を受 け た も の で あ り ， A C H N は Am e ric a n Ty pe
A bbr e viatio ns こA B C， a Vidin－biotin－pe r O Xida se c om ple x三 BSA， bovin e s eru m albumini
Co n－A， C O n C an V alin A三 D B A， dolicho sbiflo ru s agglutinini D M E M， Dulbe cc o
，
s m odified
Eagle m ediu mニ E G F， epider m al gr o wth fa ctor三 E LIS A， e n Zym elinked im m u n os orbent
assayニ MA b， m O n O Clo n al a ntibody ニPA P， per OXidase－ anti－perOXidase三 P B S， phosphate－
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Cultu r eColle ctio nよ り購入 した ．
2 ． その 他 の細胞株
H E K－14 く胎児弓削 は金沢大 が ん研 ウ イ ル ス 部 レ小
倉博士つ よ り御恵与を受 け， そ の 他 は大 日本製薬株式
会社 くラ ボ ラ トリ ー プ ロ ダク ツ 部， 大阪1 よ り購 入 し
た
． 細胞株 は ダル ベ ツ コ 変 法 イ ー グ ル 培地 くGibc o
Lab． ， U ．S．A ．1 のulbe c c o
，
s m odified Eagle m ediu m，
D ME Ml に 10％ウ シ胎児血 清 くGibc oLab． ， U．S．A．1
とセ フ メ タ ゾ ン く100ノ上gノml 三共株式会社， 東京う を
添加 して培養 した．
工工 ． ヒ ト腎細胞癌に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル抗体 の 作
製
BA LBIc マ ウス の 腹腔内に R C C細胞 を次 の 二 つ の
方法で 注射 し た． 実験 1 こ K ひ2だ け を 10
6




7 ずつ を 1， 10， 34， 94 日目 に それ ぞ
れ マ ウ ス に 投与 した． 最終免疫 の 3 日後 に脾臓細胞を
と り出し， マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 P3X 63ノAg8 と細胞
融合 さ せ た ． 実験 2 こ 2 つ の R C C細胞株 Kひ2 と
EN41 を交互に 免疫 した ． こ の 時の マ ウス ミ エ ロ ー マ
細胞 は Sp2101 Ag を使用 した ． 細胞融合 は， Ke n n ett
1 3，
の 方法 に従 っ て行 っ た ． 得ら れ た抗体の活性 は細胞酵
素免疫測定法 くc ell－ e n Zym e linked im mun o s o rbent
a ss ay， C e11－E LIS AI で調 べ た
141
．
Ku －2 と K N 41に 陽
性， H E K 14 と他の 2， 3 のが ん細胞 に 陰性と な る ハ イ
ブ リ ド ー マ の コ ロ ニ
ー を選び 出 し， これ ら を限界稀釈
法 に よっ て 2 回 クロ ー ニ ン グ した ． こ れ らの 抗体 の サ
ブ ク ラス の決定は Zym ed
7
s M O N OAb－I D EI A キッ
ト くZym ed Labo rato ries， In c． ， U．S．A ．1 で 行 っ た ．
腹 水 は prista n処 理 し た B A L BIc マ ウ ス の 腹腔 内 へ
ク ロ ー ン 化 した ハ イ ブ リ ド ー マ 細胞 を投与 して ， 作製
した
．
m ． In vitr oの が ん細胞の 増殖 に 及 ぼ す M A bの 効
果
1 ． 軟寒天培養系
こ の 測定は To ng ら 瑚 の 方法を改変 し て行 っ た ． が
ん細胞 く2 XlO5 細胞ノmll を M A bの D M E M培養液
く10倍稀釈つ 又 は腹水 く2 00旬 500倍稀釈う で ， 室温 1
時間処理 した後， これ を D M E M－10％ ウ シ胎児血 清で
溶か した 0．3％寒天 に 20倍稀釈 し た．
一 方， 24 マ ル チ
プ レ ー ト くCoste r， U ．S．A ．1 の ウ エ ル に 0．5mlの
0．5％寒天 の基底層 を作 っ て お き ， こ の 上 に 上 記 の
0．3％寒天 細胞懸濁液0．2 ml を重層 し， 7 日間培養 し
buffer ed s alin eニ P NA， pe an ut ag glutinin三
28m m2 当 り の 30個以 上 の 細胞 か ら 成 る コ ロ ニ ー 数
を顕微鏡下 で 読ん だ．
2 ． 単層培養系
標的癌細胞 を D M E M く3 ％ ウシ胎児血 清含有ン に
懸濁 させ く4 XlO4一山l XlO5細胞ノウ エ ルフ 24 マ ル チ
プ レ ー トに ま き， ハ イ ブ リ ド
ー マ 培養上 浦又 は腹水存
在下 で 3 日間培養 し， トリ プ シ ン で 細胞 を集 めて， 細
胞数 を読ん だ ．
IV． 免疫学的検査 法
1 ． 免疫組織の 染色
外科手術的 に 切除さ れ た組織 は－800C に 冷却した
イ ソ ペ ン タ ン 中で 瞬間凍結 し， 使用 す る まで一朗Oc で
保存 した． 凍結組織 は O C Tコ ン パ ウ ン ドで 包増 し， 厚
さ約 5声 m に 切 っ た ． 切 片は メ タ ノ
ー ル で 4 分間固定
し た後， 2％正常馬血清 で ブ ロ ッ ク し， 更 に Avid h
biotin blo cking キ ッ ト くVecto rLabo ratorie s， In c．，
U ．S．A．Iで 処理 し た． ハ イ ブ リ ド ー マ 上清を 室温で45
分間反応さ せ た後， Ve cta stain A B C キッ ト くVector
Labo r ato ries In c． ， U ．S．A ．1 に よ る Avidin －Biotin．
Pe r o xida seCo mplex くA BCl 法を行 っ た． 3， 3．ジ
ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン で 発色さ せ た 刷 ． フ ォ ル マ リ ン 固私
パ ラ フ ィ ン切片組織 は 5年以 内の 保存の も の を脱パ ラ
フ ィ ン の 後， 同様の 方法 で染色 した．
2 ． イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ
K N 41細胞 を 1 ％ Trito n X－100， 20m M Tris－H Cl
くpH 7．71く2 X lO
7 細胞ノmllで 1 mlフ ユ ニ ル メ チル ス
ル フ ォ ニ ル フ ロ ライ ドと ア プ ロ チ ニ ン く100 Uノmり存
在下 で 30分， 水冷 で抽出し た後 10，000xg，30分遠心
し， 上 清 を抗原抽出液と し た． これ を S DS－7．5 ％ポリ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳動 くsodiu m dodecyl
sulphate－POlya crylamide gel ele ctr opho r esi， S DS－
P AGElし1 7I， 分離 した 蛋 白を， Sa rto riu s
，
sSe miTDry
Ele ctr oblotte rくP ha rm a cia Fin e C he mic als，
Sw edenl を 使 っ て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 く0．45jLmlCI
電 気 的 に 転 写 し た1 8I． こ れ を Per o xida s e．Anti－
Pe ro xida seくP APj法で 染色 した． 即 ち リ ン酸緩衝生
理食塩水 くpho shate buffe r ed s alin e， PB SJ で 10 ％
に 稀釈 した 正 常馬血清 で 一 夜， 4
0
C で ブロ ッ ク した
後， ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 で 2時間反 応 さ せ た． 0 －05 ％
Tw e en 20 を含 む P B S く以下 こ れ で 洗浄 す るl で 15
分 間洗浄後， ウ サ ギ 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン り
デ ィ カ ル ア ン ド バイ オ ケ ミ カ ル ラ ボラ トリ
ー ズ，
R C A I． ricin u s c o m m unis ag glutinin Iニ R C C，
ren al cellc a rcin o m aニ S B A， S Oybean agglutinin 3S DS－P A G E， S Odiu m dodecyl s ulphate
－
polyacryla mide gel electr opho resi i UE AI ， ulex eur opae u s ag g
lutininI 三 W G A， Whe at
ger m ag glutin in．
腎細胞癌特異的単ク ロ ー ン抗体
東京さほ0倍稀租 を 30分間反応さ せ ぅ 洗浄後 100 倍稀
釈 し た P AP くマ ウ ス H D A K O P AT T S als，
Den m a rkうを30分間反応さ せJI ． 発色 に は 3， 3
－ ジ ア
ミ ノ ベ ン ジ ジ ン を 使 っ た ． 分 子 量 マ
ー カ と し て ぽ2 －
m a cr oglobulin く340，00O非 還 元， 170，0 00還 元l，
phospho rylase b く97，400l， gluta m ate dehydr o
，
gen as eく55．4 0 1， 1a ct
atedehydr ogen a s eく36，5001
とtrypsin inh ibito r く2 0，1 0 01CBo ehringe r
Ma n nheim Gmb H， W ． Ge r m a nyl を使用 し た．
3 ． レ ク チ ン結合試験
腹水か ら 33％飽和硫安分画と D E A E一 セ フ ァ セ ル ク
ロ マ トグ ラ フ ィ に よ っ て精製 した M A bく10JLgノmll
を96穴ビ ニ ー ル プ レ ー ト くCo ster， U ．S．A ．1 に 吸 着さ
せ く50声1ノウ エ ルフ， 更 に 1 ％ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
tbo vin e s e ru m albu min e， B S AlくAr m o u rPha r m a－
ce ntic al Co． ， U ．S．A．1 で ブ ロ ッ ク し た後， 50FElの
KN41抗原抽出液を加 え 4
0
Cl 夜静置 した ． 洗浄液で
プ レ ー ト を洗 い 50ノJlの ビ オ チ ン 化 レ ク チ ン くBio－
tinylated Lectin Kit りくVe cto rLab．1 を 10JLglml
で 加え， 37
O
Cl 時 間 反 応 さ せ ， 次 に 50JLlの strept．
avi din－ho rs er adish per o xida se c o njugateくBethe sda
Re s． Lab．， U ．S ．A ．1 く1000倍稀釈l を加 え， 37
0
C 30分
反応き せ た後， Ot フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン で 発色さ せ EI A
re aderE L307くBIO．T E K ln str u m e ntIn c． ， U ．S．A ．j
によ り各ウ エ ル の 吸光度 を測定 した． 使用 した レク チ
ン は c o n c a n a v alin A くCo n Al， S Oybe a n ag glutin in
くS B AI， Wheat ger m ag glutinin くW G Al， dolicho s
biflo r u s ag glutinin くD B Al， ule x e u r opa e u s
agglutinin I くU E A H， pe a n ut agglutinin くP N A
l とricin u s c o m m u nis ag glutinin I くRCA H
tBo ehringerM a n nheim Gmb H， W ． Ge r m a nyl で あ
る
．
4 ． 抽出抗原の ゲ ル ろ過
E N4 1を0．5 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ ア セ
テ ー トで 処理 し て 集め く3 X lO7細胞フ， 0．7mlの 1％
Triton X－100， 20m M Tris． H Cl，くpH 7．7Jで 1 m M
フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ロ ラ イ ドと ア プ ロ チ ニ
ン く100 Uノmり存在下 で 30分水冷抽出 した後， 10，000
Xg，30分遠心 し， そ の 上 清 を1％－Trito n X－100， 0．15
M NaCl， 20m M Tris－ H ClくpH 7．7l， 0． 1％ポ リ エ
チ レ ン グリ コ ー ル 6り00で 平衡化 L た Sepha c ryl S－
300 のカ ラ ム く1 x 40c mコ に か け た． 同緩衝液で 溶出
し0－45ml ずつ 採取 し， 各分 画 の 50声l をサ ン ドイ ッ
チE LIS Aの 測 定 に 使 っ た ． 分 子 量 マ ー カ ー は Blu e
De xtr a n2000く分 子 量， 2，000， 00HP ha r m a ciaFin e
Che mical， Sw ede nl， fer ritin く450，0001 と bovin e
Ser u m albumin く67，000H 後者二 つ は Bo ehringe r
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M an nheim Gmb H， W ． Ge r m a nyl を使用 した．
5 ． サ ン ドイ ッ チ EL IS A
96 穴ビ ニ ー ル 測定プ レ ー ト くCo sterI の 各 ウ エ ル に
精製し た抗体 く10声gノmり を吸着さ せ ， 次に 試料を加
え た
． 更 に Gu esdo nら19，の 方 法で ビ オ テ ン 化 し た
M A b を加 え た 後， ス ト レ プ ト ア ビ ヂ ン パ ー オ キ シ
タ ー ゼ く100 倍稀釈プ を結合さ せ， 0－ フ ェ ニ レ ン ジ ア
ミ ン で 発 色させ た．
6 ， 抗原活性の プ ロ テ ア ー ゼ感受 性
Ku ．2 を 0－2％ ト リ プ シ ン くtype XIII， Sigm a
Che mical Co． ， U．S．A．1 又 は 0．2％プ ロ ナ ー ゼ E く科
研化学， 東京う で 370C 30分処理 し た後， 1 ％ BSA，
PB Sで ブ ロ ッ ク し た
．
M illitite r S V LPプ レ ー ト
くM illipore Co rp． ， U．S．A ．1 上に 処理 した もの と未処理
の 細胞 をの せ く2 X lO5細胞ノウ エ ルI M A bで E LIS A
測定を 4
0
C で行 っ た ．
7 ． 抗体 ア フ ィ ニ チ イ カラ ム に よる抗原の 精製
KR C－3の 腹 水 よ り 33％飽和硫安塩析 と D E A E－
Sepha celくP har ma cia Fin eC hemic als，Sw edenl た
よ っ てIgGl－M A b を精製 し， Sta ehelin ら2 01の 方法 に
よ っ て A F FI－G E L命10くBio－Rad Lab． ， U．S．A．1 に 結
合さ せ た
． く抗体結合量2 mglmlgel， 以 下 K R C．3－gel
と するI 正常 マ ウ ス IgG も プー ル した正 常 B A L BIc
血清か ら同様な精製と処理 を し た く以 下 M lg－ gel と
す るう． 0．4 mlの 抗原 抽出液を， ゲ ル に非特異的 に 吸 着
す る成分 を あ らか じめ除く た め， M Ig－gelく0．15 mll
に加 え， 4
0
C 2時間反応さ せ ． その 上 清0．3ml を抜き
と り二 等分し て そ れ ぞ れ を K R C－3 gel及 び M Ig－gel
く0．15mlうに ま ぜ 40C 一 夜反 応さ せ た． 上 清 を捨 て
0．5％ Trito n X－100， 0．1 5M NaCl， 20m M Tris－ HCl
pB 7．7 で 沈埴 を 5回洗浄 した ． ペ レ ッ トに 3 ％S D S－
30％グリ セ ロ ー ル 液0．125ml を加え 600C4 分 抽 出し
た後， こ の 上 清に 1ハ0苓量 の 10％の 2． メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル 溶液を加 え， 更 に 65
0
C 3分 加熱 し た． こ の 抽
出溶液 をSDS－7％ P A G Eに か けSilv er stain 思 キ ッ
ト くBio－ Rad LabJ に よ り バ ン ドを染め出し た．
成 績
工 ． マ ウス モ ノ ク b ナ ー ル 抗体 の 特異性
M A bの K R C－1 く工gG ll は Kしト2 だ け を， K R C－2， －
3 はく共に IgGl Ku．2 と K N41と をそれ ぞ れ マ ウ ス
に 免疫 して 作製し たも の で あ る． 種々 の 培義細胞に 対
す る 反 応 性 は 各々 の 腹 水 を 1000倍稀 釈 し て c elト
E LIS Aに よ っ て調 べ た ． そ の 結果 を衷1 に示 す． 3つ
の 抗体の 培養癌細胞 に 対する特異性 は互 い に よ く似 て
い た ． 即ち R C C細胞株6例中2例 との み 反応 し， 他 の
被検が ん細胞 く37種う， 末梢血 白血球， A B 塾赤血球，
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胎児腎， 正常甲状腺細胞 とは 反応 しな か っ た ． 又組織 陽性 で あ り， K R C－2 は すべ て 陰性で あ っ た ． 又胃痛
の凍結及び パ ラ フ ィ ン切片の 酵素抗体法 に よ る 染色で く4例I， 結腸癌 く5例う， 甲状腺癌 く3例う， 乳癌 く2
は， 腎癌で は E R C－1 は 8例 中3例， K R C－3 では 2例が 例う， 肺癌 く5例う， 食道癌 く1例う， や 腎臓 く3イ鋸 ，
Table l． Re a ctivity of m o u s e m o n o clonala ntibodie sくKRC－1， q2， －31again st c ell lin e s
Re a ctivity
Cell lin e
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Re a ctivity w as dete r min ed by c ell E LIS Au sing lニ1000 diluto n of as cite sfluid．
11 十 ， Opticaldensity at 490n mン0．4ニ ー，く0．05ニ n．d． ， n Otdo n e．
腎細胞癌特異的単 ク ロ ー ン抗体
脾臓 く1f那， 肺 く1 椰 ， 胃 く2例う， 大腸 く3 卿 ，
小腸 く1f那， 膵臓 く1 例う， 甲状腺 H 伊帖 肝臓 く1
仰 の 正 常組織に 対 し て は 三 抗体共全 て に 陰性 で あ っ
た ．
工I ． 抗 原 の 性状
1 ． 抗原の 分 子 量
K N41 を1％ Trito n X－100， 20m M Tris－ H Cl
くpH7．7フ で 可溶化 した抗原抽出液 を使 い ， ゲル ろi臥
イ ムイ ブロ ッ テ イ ン グ， ア フ ィ ニ テ イ カ ラ ム を行っ て
抗原の 分子量 を し ら べ た ． ま ず Sepha c ryl S－300で 抗
原 を分離 し， 一抗体 サ ン ドイ ッ チ E LIS Aの 測 定 を
行 っ た ． 図1 に示 す よう に 高分 子量 く約 1，200 k dン の
KR C－2抗原の み が検出さ れ， K RC－1 と－3抗原は こ の
方法で は検出さ れ な か っ た ． そ こ で S D S－7．5％ P A G E
で 抗原 を分離 した後， イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ し， P A P
法で染色 した く図21． K R C－1抗原 の みが 還元 下で 分
子量 135 k dの バ ン ド と して染め 出され た ． こ の 方法で
は， 他の 2 つ の 抗原 はS D Sに よ る 変性を受 けた か も
しれない の で ， S D Sの 影響を除く た め， 抗原 を A F FI－
GE LlO に K R C－3 を結合さ せ た ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム
で 精製した後 S D S－ P A G Eを行 っ た と こ ろ， 3 つ の バ
ン ドが特異的 に 現わ れ ， 対 照物 と して の 胃癌細胞株





















200 0 k d 4 5 0 k d
レ レ
573
3 0 4 0
fr a ct io n numb e r
5 0
Fig．1． Gel filtration of K R C．2 a ntige n solubiliz ed
fr o mK N41 with l％ Trito nX－100n aSepha c ryl
S．300c olu m n． K R C－2 a ntige n w a s a ss ayed by a
ho m ologo u s s a ndwich E LIS A． T he fra ctio n of
the pe ak a ctivity had a nap pa re nt M W ofl，200，
000．
く 一 170 k d
く 97．4kd
く ご 55．4k d
く11 く2う く3う く4う
Fig． 2． Im m u n oblotting of KRC－1 antigens olubiliz ed with l％ Trito n
X－100from KN41cells． Trito n X－100extr a ct of K N 41c ells w a s
Sepa r ated o n aS D S－7．5％ polya c ryla mide gela nd ele ctr ophor etical 1y
blottedto a nitr o c ellulo se m e mbr a n e． T heblot w a sin c ubated with
hybrido m a supe rn ata nt a nd vis u aliz ed by the PA P m ethod．
M o n o clo n ala ntibodie s u s edこく1 ，P，X 631Ag8三く2J， KR C－1ニく31， K RC．
3三く41， K RC－2． Arrowsindicate M W m a rker s． A c o mpo n e nt with
M Wof 135，000unde r redu cing c o nditio n w a s vis u aliz ed with K R C
－1．
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くKato－王I工う の 抗原 を使 っ た時 に は， バ ン ド は現わ れ な
か っ た く図 3つ．
2 ． 化学的性質
ま ず抗原 の レ ク チ ン ヘ の 親和性 を調 べ た． 抗原 を，
固相 に 吸着さ せ た各々 の 抗体 に 結合さ せ た後， レ ク チ
ン を結合 させ て 測定 した ． 図 4 に 示 す よう に ， 3 つ の
抗原 は Co nA と強 く結合 し， D B A と U E A I と は中
程度 に W GA PN A， R CA Iと S BA とは 結合 が弱
か っ た
． 対照 抗原 と し て Kato－1IIに つ い て同様の 実験
を行 っ たが い ずれ の レ ク チ ン に も反 応 しな か っ た ． 次
に Ku－2細胞抗原 の ト リ プ シ ン と プ ロ ナ ー ゼ E処理に
よ る 感受性 を c elトE LIS Aに よ っ て し ら べ た ． K RC．1
抗原 で は未処理 の 細胞 に 対 し て そ れ ぞ れ 28％と 22％
に 減少 し K R C－2抗原 は 二 つ の プ ロ テア ー ゼ で 変化を
く ＋ 170 k d
く ＋ 97．4k d
そ一－ 55．4 k d
くり く2う く3う
Fig． 3． Silv e r staining of K RC－3 antigen pu rified by affinty colu m n
chr o m atography． 二K R C－3 a ntige n w a spu rified by a nd eluted fr o mK R C
－3
c o upled A ffi－Ge1 10c olu m n a nd s ubje ctedto S D S－7％ P A G E． T he gelw a s
stained by a silv e r staining m ethod． く11， e Xtra Ct Of K R C－3 geliく21， 1％
Trito n X－100e xtra ct of KatoIIIくsto m a ch c a n c er c ellぃ く31， 1％ Triton X－
1 00e xtr a ct of K N 41こ Arr o w sindic ate M W m arkers．
K R C－ 1
1 ． 0
KRC － 2 K RC － 3
OPt ic al de n sity at 4 9 0n m
Fig． 4． Lectin affin ty of K R C
－1， K R C－2 a nd K R C－3 a ntigen s．
T he a ntige n s w e r e s olubiliz ed with l％ Trito nX －100 fr o mK N 41 c e11s a nd addedto
K R C－1， －2， a nd －3 a ntibodies c o ated polyvinyl plate s． T he bo u nd a ntige n sw er e
a ss ayed fo rle ctin affin ty， u Singbiotinylated le ctin s a nd str epta vidin
－per O Xida s e．
腎細胞癌特異的単 ク ロ ー ン 抗体
ぅ けず， 又 K R C
．3抗原で は， トリ プシ ン で はほ と ん ど
影響をう けな い が は4％1， プ
ロ ナ ー ゼ E で は 14％に
減少した．
11l． が ん細 胞の 成 長 に 及 ぼ す影響
K R C－1， ．2， －3抗体が 標的癌細胞の 増殖に 及 ぼ す影響
を軟寒天培地 と 単層培地 で 調 べ た ． この 効果 を示 す
最適条件を24 マ ル チ プ レ
ー トを使 っ て ， 細胞数， 培地
血清濃度及 び抗体濃度 に つ い て 調 べ た ． そ の 結果 ， 単
層培養 で は 4 X lO
4 細 胞ノウ エ ル ， ウ シ 胎 児血清濃度
3 ％く寒天中で は 10 ％う， 培養上 清で は 10倍， 腹水で
は20 へ 50倍稀釈が 至適条件 であ っ た ． 表 2に 示 す よ
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う に K R C－1 は 単層培養で はが ん細胞の 増殖を促進 さ
．
せ た
． 即 ち こ の ア ッ セ イ 法 で は， 対照実験 と の 比 は
1．43へ 1．52くn ニ 4I の 値 を示 し た． 又 軟寒天 中で も
2．2へ 1．48 くn こ 4ンの 値で あ っ た ． 一 方 K R C－3 は細胞
の 増殖 を抑制す る効果が見られ た． 培養上 清で は， 対
照 実験 と の 比 は 0．33旬 0．71 くn ニ 51， 腹 水 で は，
0．6 へ 0．7くn ニ 41の 値 を示 した ． 次に こ の効果の細胞
特異性 を調べ た． 表3 と 4に 示 す よう に ， これ らの抗
体 は c e11－Eu SA で 陽性 で あ る Ku－2 と K N 41に の み
影 響 を 与 え， 他 の R C C細胞株 くKo－ R C C－1 や 膵 癌
くPa n c．11に は効果が な か っ た ． K R C－2も又 軟寒天 中で
Table 2． Effe ct of m o u s e m o n o clo n ala ntibodie sくM A blK RC－1 a nd K R C－3 0 n Ku －2 c ellgr o wthin
C ultu r eplate
Ex忠言冨ごtal M A b
c el n u mberJ
I
w e11くXlO21
withM A bll witho ut M A b r atio2
I
K R じ1 1920士2563I
K R じ1 3870士4しIO
K R じ3 960土100


















l In Exp． 1 and Exp． 3， hybrido m a s uper n at nt w a s added at l二10dilutio n－ In Exp■ 2 a nd 4， a SCite s
nuidw a s added at lこ200．
21 Ratio of c ellnumberin expe rim e nt c ultu re
．
with M A bto that of c o ntroIc ultu re witho ut M A b．
31 Expr es sed as m e a n of duplic ate deter min atlO n S士S．D． くn 二 2I■
Table 3． Cell lin e spe cificty ofstim ulatio n effe ct of m o u s e mo n o clo n al a ntibody K R C
－l o ntu m or cell
gro wth in soft agar
Colony n u mbe r
Tu m or c ell lin e

























11 Tu m or c ells w er etr e ated witha s citesauid at lこ5 0 0dilution．
Table 4－ Ce11 1in e sp9Cificity of s up pr es sio n effe ct of m o u se
m o n oclo n al a ntibody KRC－3 0 ntu m Or C e11
gr o wth in tlSS u e C ultu r eplate
Celln u mberlw el くX lOm2l
Tu m o r cell line











1 Tu m o r c ells w e re c ultu r ed in the pr e se nt of as citesfluidat lこ300 diluto n．
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E N 41の 増殖 を抑制 す る効果 を示 した ． 腹水 500倍稀
釈で は， 未処理群 に 比 べ ， 細胞数 は 40％ に低下 した ．
対照抗体 と して ， E LIS A で R C C細胞 と反応せ ず胃癌
細胞 に 反 応 す るIgGl タイ プの胃癌 M A b が Ku ．2 と
Kn41に 及 ぼす 効果 を同 じ条件下 で調 べ た が， どん な
効果も 示 さな か っ た ．
考 察
腎紳胸痛細胞株 くEu －2 と K N 41つを マ ウ ス に 免疫 し
て M A b を作製 し， ヒ ト腎癌 に 特異性の高い 3種類 の
抗体 くE R C－1， －2， －3ほ 選び 出した ． 3つ の 抗体 は， 調
べ た範 囲で は ， 一 部の R C C細胞株 や R C C組織 との み
反応 し， 他の が ん細胞， 正 常組織 と は反応 しなか っ た ．
又 岡田 ら が 示 した 68k d，の R C C関連抗原
と も 反 応 し
な か っ た
． 今 ま で に 報 告 さ れ て い る 特異性 の 高 い
M A b で は， よ り高 い 比 率 で R C C細胞株 や3収C C組
織ヰIを染 め た り， 又 わ ずか で は ある が他 の 癌 に も反応
す る よ う な も の即で あ っ た
． 彼 ら は免疫原 と し て手術
で得た R C C細胞 を直接か 又 は そ れ ら を初代培養 した
もの を使用 して い る ． この よ う な抗原は ， 不均 一 で 多
様なが ん細胞集団で ， 細胞表面に 多様な癌抗原が発現
して い るが， K N 41 の よう な樹立化 され た細胞 で は 癌
細胞が均 一 で あり， 抗原が 限局 して い るの で あろう ．
癌組織 を構成す る癌細胞 の内， 培養に 適応 した細胞の
みが 樹立され る の で， そ れ が主 な 癌細胞の性格 を反映
す るも の か どうか は常 に 問題 に な る． 本研究 で は実験
2の よう に 2種 の R C C培養株 Ku －2 と K N－41を交互
に免疫 して R C Cに 共通性 の高 い 癌関連抗原 に対 す る
免疫効果を高 め る試み を行 っ た ． 診断， 治療の た め の
M A b作製に は， 免疫原 と して は さ ら に 多く の R C C細
胞株 を使用 す る必要が あ ろう ． 目下 数種類 の R C C細
胞株 の 交互 免疫 に よ る M A b の作製 を検討中で あ る．
K R C－1， 一2， －3抗原は， 今 ま で に 報告 さ れ た R C C抗
原1ト 12Iとは 異な る新 しい R C C抗原 で あ る． 即 ち抗 原
の レ ク チ ン に対 する 親和性， プ ロ テ ア ー ゼ処 理， ゲ ル
ろ過， S D S－P A G Eか ら の ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ
及び抗体 ア フ ィ ニ テイ カ ラ ム に よ る抗原の 精製 な ど に
よ っ て K R C－1抗原は 135k d の糖蛋白質， K R C．2抗原
は高分子量 の 糖質分子 ， K R じ3抗原 は 170 kd を主成
分とす る糖蛋 白質であ っ た．
こ の よ う な腎癌関連抗原がが ん細胞内で どの よ う な
機能 をも っ てい る の だろ う か． 作製 した抗体 を使 っ て
癌細胞の増殖 に及ぼ す影響に つ い て 軟寒天 中と単層培
養で しら べ た． その 結果 K R C－1 はcell－ E LIS Aで 陽性
で あっ た R C C細胞株 くKu －2 と K N 411 に だ け対照実
験に 対 し増殖促進効果 く平均 150％， 最大 220％Iを示
し， 又 こ の効果 は cell． E LIS Aの 細胞株特異性 と同 じ
結果 を示 した． がん細胞 は本来増殖機能が高ま っ てい
る に も拘 らず， K R じ1 が促進効果に 寄与す ると いう こ
と は， が ん 患者 の 自己 抗体が ， 癌細胞の 増殖 を促進す
る 可能性 を暗示 し てい る の で あろ う か2り
． 同系腫瘍に
対す る 抗体 産生系に 於 て ， こ こ で 得 られ た K RC．1の
様 な 抗体 が検出さ れ る か どう か は 興 味深 い 問題で あ
る． In vitroの 系で 癌細胞 の 増殖を促進さ せる効果を
も つ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体が報告さ れ て い る2 2 ト瑚
． 最近
Ro se nblattら は 抗ア ク チ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体が マ
ウ ス の L－ Cellに 増殖促進効果 を も つ こ と を示 し た
が 細 ， K R C－1 は抗原 の 分 子 量や特異性 か ら こ れに 相当
しな い ．
一 方 K R C－2， －3 は RC C細胞 に 対 し て抑制効果 を示
した ． 平均 50％ く最大 67％う 抑制の 値は K Rじ1の値
が 逆に 150％促進 して い る こ と が 同 じ測定法で同時に
測定 され た こ と に よ り有意の 数値 と考え られ る． これ
らの 抗体で標的が ん細胞 を 1時間処理 しても細胞の損
傷 は見 られ な か っ た ． 従 っ て この 効果 は細胞傷害によ
る も の で は な く cyto static effe ct に よ る も の で あろ
う ． 今 ま で に 抗 癌 M A b がin vitr oで cyto static
m echa nis m に よ る増殖抑制効果 を 示 す こ と が多く報
告さ れ て い る1 5榊 卜 川 ． し か し K R C－2， －3抗原は分子的
性格 か ら これ らと 異っ た もの で あ る．
こ れ ら の M A b によ る癌細胞の 増殖の 調節機構はま
だ わ か ら な い が 次の こ とが 考 えられ る． 正常細胞は培
養 して 飽和状態 に な る と コ ン タク トイ ン ヒ ビシ ョ ンを
お こ して増殖 は止 ま る が， 癌細胞で は増殖抑制因子 に
対す る受 容体 の欠損又 は変形 に よ っ て 増殖の 抑制がゃ
か ら なく な っ て しま う ． 正 常の 増殖抑制因子 はこ のよ
う な受容体 に は 結合 で き な い が K R C－3の よ う な増殖
抑制 に 関係す る抗体が こ の変形受容体 に 結合して増殖
抑制 シ グナ ル を 出す の か も しれ な い ． 癌細胞 は増殖因
子 くト ラ ン ス フ ォ ミ ン グ グ ロ ス フ ァ ク タ 一 皮 i
epide r m algr o wth fa cto r，E G Fi 未知 の もの な ど1 に
対す る受 容体を も っ てお り， が ん化 に 伴 っ て その 受容
体が少 し変化 して い るの か も しれ な い ． 最近 ヒ ト癌細
胞の E G F受容体に が ん特異抗原が あ る と い う 報告が
な さ れ た3 21． も し K R C－1 が が ん関連増殖 因子 受容体に
結合 して増殖促進シ グ ナ ル を 出す とそ の 結果 細胞の増
殖が起 こ る． 又 K R C－3 の よ う な抗体が増殖因子受容
体 に 結合 し， 増殖因子 の 結合 を阻止 し， その 結果細胞
増殖が抑制 され る か も し れな い ． 同じ よう な機構が抗
E G F受容体抗体の 系で 報告さ れ た． 一 つ の タイ プは抗
EGF 受容体抗体 が E G Fの 結合 を 阻止 し， 更 に E G F
結合 に よ る 初期 と後期の 生化学的応答 を誘導する
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．
他 の タイ プ は EGF の 結合 を阻止 す る が E G Fに よる
効果を 示 さ な い ． そ し て E G Fに よ る D NA 合成の誘
腎細胞癌特異的単 ク ロ ー ン 抗体
導や341in viv oのが ん細胞の増殖 を抑制す る
3引
．
結論と して 新 し い R C C関連抗原が見つ か り， そ れ
らはが ん細胞の 増殖の促進及 び抑制 に 密接に 関係 して
い た． こ の よ う な が ん 細胞 の 増殖 を調節す る よ う な
M Ab は増殖 を調節 す る細胞膜分子 を検出 した り， 増
殖調節因子 に よ っ て お こ る細胞内の信号伝達反応を分
析する の に 役立 つ 試薬と し て有用 とな る で あ ろう．
結 論
ヒ ト腎細胞癌細胞株 を マ ウ ス に 免疫 して ， モ ノク ロ
ナ ー ル 抗体 を作製した ． 特異性 の 高い 抗体 を選 び出し，
これ に よ っ て認識され る抗原の物理化学的性質と， が
ん細胞 の 増殖 に 及 ぼ す 影響 を検討 し以 下 の 結果 を得
た．
1 ． 3種類の 抗体 K R C－1， －2， －3 は 一 部 の R C C細胞
との み 反応 し， 他の が ん細胞， 正常組織 と は反応 し尊
かっ た ．
2 ． 抗原 は分子 量と 特異性 から， 今 まで に 報告さ れ
ていな い 新しい R C C関連抗原で あ っ た ． K R C－1抗原
は135 k d の糖蛋白， K R C－2抗原は 高分子 畳 の糖分子，
K R じ3抗原 は 170 kd を 主成分 と す る 糖蛋白 で あ っ
た．
3 ． これ ら の 抗体の in vitr oで の が ん細胞の増殖 に
及ぼ す影響 は K R C－1 で は増殖促進 く対照 の 220％－
150％うを K R C．2， －3 で は増殖抑制 く対照 の 50％1 を示
すことが わ か っ た ．
以上の こ と か ら， R C Cに 特異性が高 い 抗原が R C C
細胞株に 存在 し， これ らは が ん細胞 の 増殖の 調節作用
に密接に 関連 して い る こ とが示 唆さ れ た．
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